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摘要 
 
AMPK 和 mTORC1 是机体和细胞内最重要的调节代谢稳态的分子。人们已
经发现，AMPK 复合体能够通过与体内 AMP 结合从而感知体内 AMP/ATP 的水
平，并在该水平较高（即能量水平较低）的情况下引发其复合体活性的增加。该
结果直接导致了多条信号通路的抑制或激活，从而引起一系列的生理变化。其结
果是增加体内的产能代谢从而达到稳定体内能量水平的作用。与 AMPK 相反，
mTORC1 的激活需要在细胞内能量水平较高的情况下才能发生。mTORC1 激活
进一步激活了一系列下游分子，这些激活的分子造成的结果也恰恰和 AMPK 所
造成的结果相反：增加耗能的合成代谢从而促进细胞增殖。目前的研究还表明，
AMPK 和 mTORC1 在肿瘤发生中都有极其关键的作用。这两个蛋白也的确是近
年来代谢调节、肿瘤发生领域的研究热点。 
之前的研究中，我们发现了 AXIN 为 LKB1 激活 AMPK 所必需。AMP 作为
能量缺乏信号启动了 AXIN-AMPK-LKB1 复合体的组装，促进了 LKB1 对 AMPK
的激活。在本文中，我们通过酵母双杂交的手段，发现了 Ragulator 复合体中的
重要组成成分 LAMTOR1 是 AXIN 的相互作用蛋白。之后的研究进一步发现，
LAMTOR1 和 AXIN 一样，是能量缺乏（如葡萄糖饥饿）的情况下 AMPK 激活
所必须。LAMTOR1和AXIN之间的相互作用也随着葡萄糖饥饿而增加。相应地，
我们发现AXIN-LKB1复合体在葡萄糖饥饿的情况下迁移到LAMTOR1所在的溶
酶体上，而这一过程依赖于 LAMTOR1 的存在。作为感知细胞能量和营养状态
的成员，和 Ragulator 相互作用的 v-ATPase 对于 AXIN 在能量缺乏的情况下的迁
移也起到了至关重要的作用。AXIN-LKB1 迁移到溶酶体上能够进一步促进了
mTORC1 的解离，这一过程是通过抑制 Ragulator 对 RAGs 的 GEF 活力而达到的。
于是，在能量缺乏的情况下，v-ATPase-Ragulator-AXIN-LKB1 复合体促进了
AMPK 的激活和 mTORC1 的抑制，从而关闭合成代谢途径，开启分解代谢途径。 
关键词：v-ATPase-Ragulator；AMPK；mTORC1 
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ABSTRACT 
 
AMPK and mTORC1 are the most important regulators that control metabolic 
homeostasis in cells and organisms. AMPK complex binds AMP thus sensing 
intracellular AMP/ADP levels and is activated when AMP/ADP levels increased. 
Activated AMPK activates or inhibits various signaling pathways, promotes ATP 
production and balances intracellular energy state. In comparison to AMPK, 
mTORC1 is activated when energy supplies are sufficient. mTORC1 activates a series 
of downstreams, which, opposite to AMPK, promotes catabolism thus facilitating cell 
proliferation. Recently, AMPK and mTORC1 have been identified as two important 
molecules that tightly associated with tumorigenesis. They become “hotspot” in the 
fields of metabolic control and tumorigenesis. 
We have identified AXIN as an important regulator that is required for the activation 
of AMPK by LKB1. AMP acts as a low-energy signal that initiates the assembly of 
AXIN-LKB1-AMPK complex. Here, we identified LAMTOR1, a component of 
Ragulator complex, as a novel interactor of AXIN through yeast two hybrid screening. 
Similar to AXIN, LAMTOR1 plays critical roles in activating AMPK upon energy 
stresses such as glucose starvation. In addition, the interaction between AXIN and 
LAMTOR1 is increased upon glucose starvation. Accordingly, we found that 
AXIN-LKB1 complex translocated to lysosomal surface upon glucose starvation in a 
LAMTOR1-dependent manner. As a sensor of energy and nutrient state, 
v-ATPase-Ragulator functions as a critical trigger for facilitating the lysosomal 
translocation of AXIN-LKB1. Furthermore, lysosomal localized AXIN facilitates the 
dissociation of mTORC1 from lysosome through inhibiting the GEF activity of 
Ragulator towards RAGs. Taken together, upon energy stress, the complex formation 
of v-ATPase-Ragulator-AXIN-LKB1 facilitates the activation of AMPK and the 
inhibition of mTORC1, thereby switching anabolism to catabolism. 
Key words: v-ATPase-Ragulator；AMPK；mTORC1 
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第一章. 前言 
CHAPTER 1 INTRODUCTION 
 
1.1 AMP 激活的蛋白质激酶（AMPK） 
1.1 AMP-activated protein kinase（AMPK） 
1.1.1 AMPK 简介 
1.1.1  A general introduction to AMPK 
AMPK 是机体和细胞内最重要的调节代谢稳态的分子之一，近年来，它已
经成为该领域研究的核心分子。在细胞中，ATP 作为“能量货币”，供给了众多基
本的生命活动，如运动、蛋白质合成、神经系统的传导的进行。ATP 水解形成
ADP 和磷酸的过程同时提供了上述活动所需的能量。由此可见，ATP 是维持机
体正常功能的“必备分子”，其稳态的维持就显得尤其重要。在饥饿等能量胁迫的
条件下，线粒体的 ATP 产生受到影响，ADP 开始积累。为了维持 ATP 的稳态，
机体内的腺苷酸激酶（adenylate kinase）催化两分子 ADP 生成 ATP 和 AMP，从
而补充 ATP 的产生。在这样的情况下，体内 AMP 的水平就迅速提高。AMPK 复
合体能够通过与体内 AMP 结合从而感知体内 AMP/ATP 的水平，并在该水平较
高的情况下被激活。这一结果直接导致了多条信号通路的抑制或激活，从而引起
一系列的生理变化。总的来说，这些生理作用的结果是增加体内的产能代谢从而
达到稳定体内能量水平的作用。由此可见，AMPK 作为体内能量的“感知着”，直
接调节了机体内的能量平衡和代谢稳态[1]。 
 
1.1.2 AMPK 复合体的组成 
1.1.2  Composition of AMPK complex 
AMPK复合体由三个亚基组成，分别是α（63kDa）、β（37kDa）和 γ（30-63kDa）
亚基。每个亚基行使着不同的功能但又相互协作。三种亚基存在不同的亚型，如
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α1 和 α2，β1 和 β2，γ1、γ2 和 γ3。尽管目前发现在大部分细胞中普遍表达的是
α1、β1 和 γ1 组合，但是 α2、β2、γ2 和 γ3 已经被发现表达于心肌和骨骼肌中[2]。 
α 亚基由典型的 Ser/Thr 激酶结构域（Ser/Thr kinase domain，KD）组成，其
后紧随着的是一个自抑制结构域（autoinhibitory domain，AID）并与 β 亚基相连
（图 1.1）[3]。α 亚基的激活需要其高度保守的 Thr172（大鼠中）残基被上游的
AMPK 激酶（AMPKK）磷酸化，该区域称为“T-loop”[5]。这一磷酸化的残基可
以在 γ亚基结合了 AMP 并引起一系列构型变化之后传导至 α亚基从而抑制其被
去磷酸化的过程[6]。γ 亚基是结合 AMP 并感受体内 AMP/ATP 水平的亚基。该
亚基上具有的 CBS 结构域（cystathionine beta synthase domain）组成了两个 AMP
结构域，称之为 Bateman 结构域。一个 AMP 分子结合在 Bateman 结构域上导
致了第二个 AMP 分子结合能力的增强[8]。最近的研究表明，别构效应是由于
AMP 结合到高亲和力的 1 号位点引起的，这种结合导致了 γ 亚基的结构出现细
微的变化，并通过 β 亚基传导到 α 亚基上，从而解除了 α 亚基的自抑制作用，保
持 pThr172 的磷酸化水平并在该情况下使 α 亚基的活性达到最高[6]，相反地，
ATP 结合到 γ 亚基上则直接导致 AMPK 的失活[6]。β 亚基是一个架构蛋白
（scaffold protein），通过其 C 末端结构域与另外两个亚基相连。β亚基的另一个
重要功能是提供了一种 AMP 非依赖性（AMP independence）的全酶激活功能，
其含有的非催化的 GBD 结构域（glycogen-binding domain）能够感知细胞内类似
于糖原类的的物质的水平从而采取一种与 AMP 水平互补的方式激活全酶[12]。 
 
图 1.1 AMPK 复合体的结构域组成 
Figure 1.1 Domain organization of AMPK complex 
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1.1.3 AMPK 的调控 
1.1.3  Regulation of AMPK 
相对于体内许多重要的调节因子，AMPK 的调节比较简单，已知的 AMPK
的调节方式主要有三种：AMPKα 亚基 T-172 残基的磷酸化；T-172 残基的去磷
酸化和 AMP 结合 γ亚基对 AMPK 的别构激活（图 1.2），以下分别说明这三个过
程的具体调控机制。 
 
 
图 1.2 AMPK 的调节模式图[14] 
Figure 1.2 Model for the regulation of AMPK 
 
AMPKα T-loop 上的 T172 残基的磷酸化是 AMPK 激活的最主要的途径。目
前已经知道，在大肠杆菌中表达出来的完全不带磷酸化的 AMPK 复合体完全没
有活力，这种形式的 AMPK 也不能被 AMP 别构激活[15]。一旦 T172 残基被磷
酸化， AID 结构域就与 KD 结构域解离使得 AMPK 被激活，完全的磷酸化可以
使 AMPK 的活力大约增加到 100 倍以上，在此基础上，AMP 可以继续行使对
AMPK 的别构激活[3]。 
T172 残基的磷酸化主要依赖于两个上游激酶，即 LKB1 和 CamKK，其中，
LKB1 承接了大部分激活 AMPK 的信号对 AMPK 的激活， CamKK 则只介导细
胞质内钙离子浓度升高时对AMPK的激活。在发现AMPK是LKB1的底物之前，
LKB1 被鉴定为是一个肿瘤抑制因子因而引起了人们广泛的兴趣[16]，接下来的
研究标明，除了 AMPK 外，LKB1 还可以磷酸化并激活 12 种和 AMPK 同源的激
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酶，这些激酶的 KD 结构域与 AMPK 非常接近，被统称为 ARK 家族[19]。LKB1
和 STRAD、MO25 两个蛋白结合，形成复合体后才具有催化活力[21]。 
LKB1-STRAD-MO25 复合体是组成型激活的[16]，与之相反的是，AMPK
的激活需要如能量胁迫条件的诱发。这一独特的现象一直以来吸引了人们很大的
注意力。目前已经发现，AMP 通过结合 gamma 亚基可能引起了 AMPK 的变构，
这一变构的过程使得 LKB1 更容易磷酸化 AMPK[6]，也就是说，AMP 作为激活
AMPK 的重要分子，其引起 AMPK 磷酸化的原理并不是通过激活其上游激酶，
而是通过调节 AMPK 本身达到的。 
AMP 激活 AMPK 的需要 AMPK beta 亚基 N 末端的脂酰化（豆蔻酰化），缺
少这一重要的修饰，AMPK不能响应AMP的结合并加强LKB1对其的磷酸化[23]。
这充分表明，在体内，AMPK 可能受到更加深层次的因素的调节。 
AMP 的浓度很低，大约只有 ATP 含量的千分之一左右（μM 级别），以至于
不能直接通过 HPLC 等方法准确测量而需要通过 ADP：ATP 的比值得到，此外，
不论能量胁迫与否，体内 ATP 的含量始终保持在 5 mM 左右，这一浓度的 ATP
对 AMP 结合 gamma 亚基形成了极其强烈的竞争作用。尽管如此，生理浓度的
AMP 仍然能够结合 gamma 亚基并且引起 AMPK 的别构激活[14]，可见，AMP
确实是 AMPK 真正的调节因子。 
CaMKK 只在细胞内 Ca2+浓度升高时才会显著磷酸化 AMPK 的 T-172 残基
[25]。生理状态下，如神经元细胞的去极化过程[28]；磷脂酰肌醇特异的磷脂酶
（PLC）偶联的受体激活，以及 IP3 的产生引起钙离子释放的过程[29]；以及 T
淋巴细胞中 HMC 激活的过程都能够引起 CamKK 介导的 AMPK 的激活[32]。 
值得一提的是，除了引起钙离子升高的药物是通过 CamKK 引起 T-172 的磷
酸化之外，目前发现的大部分能够激活 AMPK 的药物，包括模拟 AMP 结合
gamma 亚基的 AICAR，导致细胞能量水平下降，产生过量 AMP 的二甲双胍类
药物、2-DG、berberine 和直接结合 beta 亚基的 A-769662 等药物都是通过 LKB1
促进了 AMPK 的磷酸化[33]。其广泛的，不完全依赖于 gamma 亚基的对 AMPK
的别构调节的具体机制还有待将来进一步的研究。 
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AMP 结合 AMPK 同时保护了 AMPK 的 alpha 亚基的 T-172 不被去磷酸化而
使得AMPK保持活力[6]。除了AMP，ADP也有抑制AMPK去磷酸化的作用[34]，
但效果不如 AMP 那么强。在体外，人们一般采用 PP2C 作为去磷酸化酶。但是，
在体内究竟是哪一个去磷酸化酶介导了这一过程目前还是未知的。研究发现，在
酵母中有两种磷酸酶可以去磷酸化 T-172。一种是 Glc7，该蛋白是单个的 PP1 催
化亚基，可以和它的调节亚基 Reg1 形成复合体[35]，在哺乳动物中，抑制 PP1
能够加强 AMPK 的磷酸化，另一种是哺乳动物磷酸酶 PP6 的同源蛋白 Sit4[36]。
在小鼠 MIN6 细胞中通过 siRNA 敲低实验发现，PP1 和它的靶向亚基 PPP1R6 形
成的复合体可以去磷酸化 T-172，不过需要强调的是，在 DNA 序列上并没有发
现PPP1R6和Reg1具有相关性[38]。另外一项实验发现在HEK293细胞中用RNAi
技术敲低 PPM1E（属于 PPM 蛋白磷酸酶家族）可以增加 T-172 的磷酸化水平，
这一蛋白与 PP1 和 PP6 所在的 PPP 家族并没有相关性[39]。 
AMP 结合在被磷酸化的 AMPK 的 gamma 亚基上能够进一步促进 AMPK 的
活力（激活 2-4 倍左右）。目前，关于 AMP 结合在 gamma 亚基上引起 AMPK 的
别构激活的具体机制已经被很清楚地阐明了。AMP 结合在 gamma 亚基上可以直
接通过 gamma 亚基和 alpha 亚基相连接的 RIM 结构域直接引起 AID 的变构，在
T-loop 被磷酸化的情况下，促进 AID 进一步远离 KD 从而引起 AMPK 的别构激
活[40]。AMP 对于 AMPK 直接的别构激活在体内具有十分重要的地位，目前已
知，berberine 可以在 LKB1 不存在的细胞中直接激活 AMPK，加强其对 ACC 的
磷酸化。这一直接的别构激活依赖于 CamKK 提供的本底磷酸化[14]。 
除了 AMP 之外，ADP 也被发现是 AMPK 的一个重要的调节分子。ADP 对
AMPK 的调节的重要性体现在酵母中，ADP 是唯一能够调节 AMPK 活力（包括
全部三种方式的调节）的小分子[41]。尽管在哺乳动物体内 ADP 只能影响 AMPK
的去磷酸化而不影响其它两种调节方式[34]，但 ADP 作为细胞内含量较高的核
苷酸，其对 AMPK 的调节作用仍然值得重视。 
除了 AMP、ADP 等核苷酸之外，前述的糖原也可以通过结合 beta 亚基起到
抑制 AMPK 活力的作用[42]，糖原对 AMPK 的结合可以直接使得 AMPK 定位在
糖原表面[43]，但是这一现象的生理意义尚不明朗。除了 AMPK，体内还有另一
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